Cell junctions remodeling in invertebrate epithelia during integument and digestive system morphogenesis by Kunčič, Katja
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 






UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
MAGISTRSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM 2. STOPNJE 
BIOKEMIJA 
Preoblikovanje medceličnih stikov v nevretenčarskih epitelih 



















Spodaj podpisana Katja Kunčič sem avtorica magistrskega dela z naslovom: 
Preoblikovanje medceličnih stikov v nevretenčarskih epitelih med morfogenezo 
integumenta in prebavnega sistema 
 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
 je magistrsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom doc. 
dr. Nade Žnidaršič; 
 
 sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem magistrskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
 se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorski in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
 sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost magistrskega dela; 
 








Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa 2. stopnje Biokemija. 
Delo je bilo opravljeno na Biotehniški fakulteti UL. 
Senat UL FKKT je za mentorico imenoval doc. dr. Nado Žnidaršič. 
Recenzenti: doc. dr. Vera Župunski in doc. dr. Marina Klemenčič. 
Komisija za oceno in zagovor magistrskega dela 
 
Predsednica komisije:  doc. dr. Marina Klemenčič 
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko 
tehnologijo 
Članica:   doc. dr. Nada Žnidaršič 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta 
Članica:   doc. dr. Vera Župunski 







Hvala doc. dr. Nadi Žnidaršič in asistentki dr. Poloni Mrak za vso pomoč, spodbudo in 
potrpljenje pri izdelavi magistrskega dela. 
Hvala tudi recenzentkama doc. dr. Veri Župunski in doc. dr. Marini Klemenčič za hiter 
pregled magistrskega dela. 







Preoblikovanje medceličnih stikov v nevretenčarskih epitelih med morfogenezo 
integumenta in prebavnega sistema 
Povzetek:  
Medcelični stiki so kompleksne proteinske povezave med membranami sosednjih celic 
in so ključni za organizacijo celic v tkivu. Vedno več raziskav dokazuje, da so 
medcelični stiki dinamični kompleksi, ki se lahko preoblikujejo v skladu s 
spremembami v arhitekturi in delovanju tkiv. Podatki o strukturnem preoblikovanju 
medceličnih stikov izhajajo skoraj izključno iz analiz vretenčarskih tkiv. Največje 
spremembe v organizaciji in arhitekturi epitelov potekajo med embrionalnim razvojem, 
v skladu z morfogenezo različnih organov. Kljub spremembam velikosti, oblike in 
strukture epitelnih celic, mora biti zagotovljena vloga epitela kot pregrade ter njegova 
vloga v transportu snovi, pri čemer imajo ključno vlogo medcelični stiki. V nalogi smo 
analizirali strukturne spremembe adherentnih in septiranih stikov v epidermisu, v 
epitelu prebavnih žlez in v epitelu črevesa v povezavi z diferenciacijo tkiv med 
razvojem pri členonožcu Porcellio scaber. Epidermis in črevesni epitel sta 
ektodermalna epitela, epitel prebavnih žlez pa je endodermalnega izvora, zato smo 
lahko primerjali tvorbo in preoblikovanje stikov v izvorno različnih epitelih. 
Preoblikovanje stikov smo analizirali v izbranih fazah embrionalnega (S13 in S16) in 
postembrionalnega razvoja (marzupijske in postmarzupijske manke). Histološko 
organizacijo epitelov smo analizirali s svetlobno mikroskopijo, ultrastrukturno zgradbo 
medceličnih stikov pa s presevno elektronsko mikroskopijo. Adherentni stiki, ki so 
ključni za mehansko stabilizacijo, imajo podobno strukturo od faze srednjega embrija 
do odraslih živali. Ugotovili smo, da se nekoliko spremeni pozicija adherentnega stika v 
epidermisu, ki se v pozni embriogenezi pomakne bolj subapikalno. V epidermalnem in 
črevesnem epitelu se med razvojem izrazito spremeni ultrastruktura septiranih stikov. 
Posamezne septe so prvič razvidne v fazi poznega embrija tako pri epidermalnem kot 
pri črevesnem epitelu. Za diferenciacijo septiranih stikov med razvojem je značilno, da 
tvorbi posameznih sept sledi oblikovanje krajših nizov sept in na koncu tvorba 
diferenciranega stika iz daljših in neprekinjenih nizov sept. Nizi sept se začnejo 
intenzivno daljšati na prehodu živali iz embrionalne v postembrionalno fazo. Septirani 
stiki v epitelu prebavne žleze so pri vseh analiziranih fazah strukturno podobni, med 
diferenciacijo epitela je razvidno podaljšanje teh stikov. V fazi levitve pozne 
marzupijske manke se spremeni oblika epidermalnih celic, iz ploščate v kubično. 
Ultrastruktura adherentnih stikov v ektodermalnih epitelih ostane med levitvijo mank 
nespremenjena, septirani stiki pa se preoblikujejo v krajše in prekinjene nize sept. Pri 
septiranih stikih endodermalnega epitela prebavnih žlez med levitvijo manke nismo 
opazili sprememb. Rezultati kažejo, da na preoblikovanje medceličnih stikov vplivajo 
procesi razvoja organizma in tudi druge večje fiziološke spremembe, kot je levitev. 
Ključne besede: adherentni stiki, septirani stiki, ultrastruktura medceličnih stikov, 
nevretenčarski epitel, Porcellio scaber 
 
 
Cell junction remodeling in invertebrate epithelia during integument and digestive 
system morphogenesis 
Abstract:  
Cell junctions are complex protein connections between the plasma membranes of 
neighbouring cells and are essential for the organization of cells in tissue. An increasing 
number of studies show that cell junctions are dynamic complexes that can be modified 
in relation to changes in architecture and function of tissue. Data on structural 
reorganization of cell junctions derives almost exclusively from vertebrate cells and 
tissue. Organization and architecture of epithelia change mostly during embryonic 
development in relation to morphogenesis of different organs. The function of 
epithelium as a barrier and the role in material transport must be maintained at tissue 
level during changes in cell size, shape and structure. Cell junctions have a key role in 
the maintenance of epithelial integrity and in the regulation of transepithelial transport. 
We have analysed structural changes of cell junctions in selected invertebrate epithelia 
in relation to tissue differentiation during development. Ultrastructural characteristics of 
adherens and septate junctions in ectodermal (epidermis, hindgut) and endodermal 
(digestive glands) epithelia of the arthropod Porcellio scaber were determined and 
compared. Embryonic developmental stages (S13 and S16) and postembryonic stages 
(marsupial mancae and postmarsupial mancae) were included in the study. Histological 
architecture of epithelia was imaged by light microscopy and ultrastructural 
characterization was performed by transmission electron microscopy. Our results show 
that the position of the adherens junction in epidermis changes slightly during 
development. In late-stage embryo it becomes slightly more subapically located. The 
structure of adherens junction does not change much from mid-stage embryo to adult 
animals. The ultrastructure of septate junctions clearly changes in epidermal and 
hindgut epithelium during development. Individual septa are first observed in late-stage 
embryo in both epithelia. The differentiation of septate junctions during development is 
characterized by formation of individual septa, followed by formation of short strings of 
septa, until the formation of long and continuous junctions. Strings of septa begin to 
lengthen intensively during the transition from embryonic to postembryonic phase. In 
midgut epithelium the septate junctions are similar in all developmental stages. They 
become slightly longer during differentiation. During moulting of late marsupial manca 
the shape of epidermal cells changes from squamous to cubical. The ultrastructure of 
adherens junction in ectodermal epithelia does not change during moulting phase while 
the septate junctions remodel into shorter and discontinuous strings of septa. We did not 
observe any changes in septate junction ultrastructure in the endodermal epithelium of 
digestive glands. Results show that the remodelling of cell junctions is affected by 
developmental processes as well as major physiological changes like moulting. 
Keywords: adherens junctions, septate junctions, ultrastructure of intercellular 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov [urejeno po abecedi 
ali po tematskih sklopih] 
 
PFA  paraformaldehid 
GA  glutaraldehid 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonska kislina 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
ZCM  zunajcelični matriks 
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V nalogi smo analizirali ultrastrukturo medceličnih stikov v nevretenčarskih epitelih 
ektodermalnega in endodermalnega izvora v odrasli živali in v izbranih razvojnih fazah 
Porcellio scaber (Latreille, 1804), ki spada med kopenske rake enakonožce. P. scaber 
klasificiramo v skupino nevretenčarjev (Invertebrata), deblo členonožcev (Arthropoda), 
poddeblo rakov (Crustacea), razred višjih rakov (Malacostraca), red mokric ali 
enakonožcev (Isopoda), podred oniscidov (Oniscidea), ki predstavljajo kopenske 
mokrice, družino Porcellionidae, rod Porcellio in vrsto navadni ali kletni prašiček 
(Porcellio scaber) [1, 2]. 
Raziskali smo epidermalni epitel, epitel zadnjega črevesa in epitel prebavnih žlez. 
Struktura medceličnih stikov je podrobno raziskana v vretenčarskih epitelih, v 
nevretenčarskih pa je raziskav malo. 
Glavni funkciji epitelnega tkiva sta ohranjanje integritete notranjega okolja organizma 
in selektiven prenos snovi. Obe funkciji morata biti zagotovljeni že med razvojem in 
tudi v času večjih fizioloških sprememb v odraslem organizmu (na primer med 
levitvijo). Za zagotavljanje teh funkcij so ključne povezave med epitelnimi celicami – 
medcelični stiki. V nalogi smo analizirali ultrastrukturo adherentnih in septiranih stikov 
med morfogenezo integumenta in prebavne cevi. Epidermalni epitel s kutikulo je na 
telesni površini in razmejuje notranjost organizma od okolice. V organizmu epitelno 
tkivo prekriva prebavni sistem, krvne žile, žleze in notranjost organizma ločuje od 
luminalnega okolja. Epitelna tkiva sestavljajo apiko-bazalno polarne celice, ki so z 
medceličnimi stiki lateralno povezane med seboj. Apikalna membrana celice je v stiku z 
zunanjim okoljem (epidermalni epitel) ali z luminalnim prostorom (črevesni epitel, 
epitel prebavnih žlez) in je pogosto nagubana v mikrovile. Pri P. scaber celice z 
mikrovili najdemo v epitelu prebavnih žlez [3, 4]. Bazalna membrana celice je v stiku z 
bazalno lamino [3]. 
 Celični stiki 1.1
Celice so v epitelih povezane med seboj in z zunajceličnim matriksom (ZCM) z 
medceličnimi povezavami preko adhezijskih molekul in filamentov citoskeleta, preko 
katerih se prenašajo tudi mehanski stresi (slika 1). Značilne kombinacije tesnih stikov, 
ki regulirajo paracelularni transport in adherentnih stikov, ki stabilizirajo tkivo, tvorijo 
stični kompleks, ki je nameščen subapikalno na lateralnih membranah sosednjih celic 
[5, 6]. Stični kompleksi v vretenčarskih epitelih so simetrični in sestavljeni iz treh 
komponent: subapikalno pas tesnih stikov, adhezijski pas in točkovni dezmosomi [6]. 
Povezave celice z njeno okolico omogočajo tvorbo in preoblikovanje tkiv in organov, 
organizma [5, 6, 7]. Celični stiki so dinamične strukture, ki se prilagajajo procesom 
rasti, razvoja in obnavljanja epitelov [5, 8]. Lahko se preoblikujejo, se tvorijo na novo 
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ter tako vplivajo na razporeditev celic. Preko stikov celice dobijo informacijo o pravilni 
orientaciji in o mehanskih spremembah v okolju [5]. 
Pri vretenčarjih poznamo štiri glavne tipe medceličnih stikov, ki so shematsko prikazani 
na sliki 1: tesni, presledkovni, sidrni med celicami (adherentni stiki, dezmosomi) in 
sidrni med celico in ZCM. Pri celičnih stikih se povezave tvorijo preko specifičnih 
transmembranskih proteinov, ki se v celici povezujejo s citoskeletom, z zunajcelično 
domeno pa se simetrično povezujejo s transmembranskim proteinom sosednje celice ali 
s komponentami ZCM. Proteini iz družine kadherinov tvorijo povezave med celicami, 
proteini iz družine integrinov pa sodelujejo v povezavah celic s komponentami ZCM. 
Adherentni stiki so iz kadherinov, ki se v celici povezujejo z aktinom. Kadherini, ki 
vežejo intermediarne filamente pa tvorijo dezmosome. Integrini se prav tako lahko v 
celici vežejo na aktin ali intermediarne filamente [5]. 
Pri nevretenčarjih najdemo adherentne sikte in septirane stike, ki so po funkciji podobni 
tesnim stikom pri vretenčarjih [9, 10]. 
 
Slika 1: Celični stiki pri vretenčarjih, prikazani na primeru epitelne celice tankega črevesa. Povzeto po 
Alberts in sod. , 2014 [5]. ZCM – zunajcelični matriks; AF – aktinski filamenti. 
Na sliki 2 so shematsko prikazane lokacije nekaterih medceličnih stikov pri vretenčarjih 
in nevretenčarjih (vinska mušica, Drosophila melanogaster). Valoviti septirani stiki so 
med epitelnimi celicami ektodermalnega izvora pri D. melanogaster apikolateralno, tik 
pod adherentnimi stiki (Zonula adherens – pasovni adherentni stik) [11]. V epitelih 
endodermalnega izvora pri D. melanogaster subapikalno ni adheretntih stikov, ampak 
gladki septirani stiki, bazalno od njih in nižje med lateralnima membranama, so 
točkovni adherentni stiki [11, 12]. 
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Slika 2: Shematski prikaz pozicije medceličnih stikov pri vretenčarjih in členonožcih (vinska mušica, D. 
melanogaster). Povzeto po Izumi in sod., 2014 [11] 
1.1.1 Adherentni stiki 
Celice v epitelih so med sabo tesno povezane z medceličnimi stiki in tako tvorijo 
stabilno tridimenzionalno strukturo. Kljub temu so medcelični stiki dinamični in 
omogočajo preurejanje in premikanje celic in tkiv v času morfogeneze, v diferenciranih 
epitelih pa omogočajo tudi prilagajanje epitela med obnavljanjem. Dinamičnost 
adherentnih stikov omogoča regulacija citoplazemskih proteinov, ki sodelujejo v stikih 
[8]. Raziskave o dinamičnosti in preoblikovanju adherentnih stikov so bile delane skoraj 
izključno na epitelih vretenčarjev. Med epitelnimi celicami vretenčarskih epitelov so 
adherentni stiki nameščeni bazalno od tesnih stikov (slika 2). Celico obkrožajo kot 
adhezijski pas ali pasovni dezmosom, ki poteka vzporedno s plazemsko membrano. 
Sestavljajo jih transmembranski kadherini (dezmokolin in dezmoglein), plakni proteini 
(dezmoplakin in plakoglobin) in sidrni proteini (katenin, vinkulin, α-katenin), ki na 
kompleks vežejo aktinske filamente, nameščene v celici v gostih snopih ob membrani v 
neposredni bližini adhezijskega pasu [5, 6]. Povezava se tvori preko kadherinov, 
transmembranskih adhezijskih glikoproteinov, ki tvorijo od kalcija odvisne povezave [5, 
13]. Zunajcelični del kadherinov sestavljajo kopije zunajceličnih domen. Do homofilne 
vezave pride na N-terminalnem koncu. Vezava ima nizko afiniteto, vendar zaradi velike 
količine vzporednih šibkih povezav (100-1000) in povezav med zaporednimi kadherini 
na posamezni celici, adherentni stiki tvorijo močne povezave. Kalcijevi ioni stabilizirajo 
rahlo ukrivljene zunajcelične domene kadherina in so ključnega pomena za 
funkcionalnost adherentnih stikov. Povezava se po potrebi lahko razdre preko ločevanja 
posameznih molekul [5]. 
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Ultrastrukturno adherentne stike vidimo v citoplazmi kot elektronsko gosta plaka 
dolžine od 0,2 do 0,5 µm na lateralnih membranah. V 20 nm širokem medceličnem 
prostoru je manj elektronsko gost homogen material. Običajno so ravni ali rahlo zaviti 
[6].  
1.1.2 Septirani stiki 
Pomembna funkcija epitela, ki jo zagotavljajo medcelični stiki je, da deluje kot 
pregrada. Pri vretenčarjih nepropustnost zagotavljajo tesni stiki, ki jih tvorijo proteini iz 
družine klavdinov [11, 14], pri nevretenčarjih pa imajo to vlogo septirani stiki (slika 2). 
Večina preiskav o septiranih stikih, ki so bili opisani v epitelih več členonožcev, je bila 
narejenih na epitelih vinske mušice (D. melanogaster). Septirani stiki kot pasovi 
obdajajo apikolateralne regije epitelnih celic in regulirajo paracelularni transport snovi. 
Z elektronskim mikroskopom jih vidimo kot elektronsko goste pregrade v medceličnem 
prostoru med lateralnima membranama sosednjih celic – kot lestev med sosednjima 
celicama. Pri členonožcih ločimo dva tipa septiranih stikov in sicer gladke in valovite 
(slika 2). Valoviti so značilni za epitele ektodermalnega izvora, med katere sodijo tudi 
epidermis ter epiteli sprednjega in zadnjega črevesa. Gladke septirane stike najdemo v 
prebavnih žlezah ali hepatopankreasu, načeloma torej v epitelih endodermalnega izvora, 
izjemoma pa so pri nekaterih členonožcih tudi v epitelih ektodermalnega izvora [11]. 
Pregradna funkcija je smiselna tudi glede na morfološko zgradbo septiranih stikov. 
Pregrade si zaporedno sledijo in omejujejo difuzijo v medceličnem prostoru [15]. 
Septirani stiki preprečijo prehod večjih molekul, kar je bilo dokazano pri D. 
melanogaster z mutacijami genov za proteine septiranih stikov – v primeru mutacije so 
večje molekule septirane stike prehajale brez težav [16]. Funkcija septiranih stikov še ni 
bila raziskana do potankosti [11]. 
Razlika med gladkimi in valovitimi septiranimi stiki je vidna v poševnem prerezu 
stikov, kot razlika v razporeditvi pregrad ali sept, kar lahko vidimo na sliki 2. V gladkih 
septiranih stikih pregrade tvorijo enakomerno oddaljene paralelne ravne črte, v valovitih 
pa septe potekajo v valovitih linijah. Razlika v funkcionalnosti gladkih in valovitih 
septiranih stikov še ni opredeljena [11]. 
Ultrastrukturno septirane stike vidimo kot elektronsko goste pregrade v medceličnem 
prostoru med lateralnima membranama, ki je na mestu stika širok 15 do 20 nm.  
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Slika 3: Shematski prikaz poševnega prereza valovitih in gladkih septiranih stikov v epitelih členonožcev. 
Povzeto po Izumi in sod., 2014 [11]. 
 Morfogeneza prebavnega sistema in integumenta med 1.2
embrionalnim in postembrionalnim razvojem pri P. scaber 
Embrionalni razvoj P. scaber traja približno 25 dni in poteka v marzupiju ali valilniku 
in obsega embrionalni razvoj od oplojenega jajčeca do zgodnjih, srednjih in poznih 
embrijev. Postembrionalni razvoj poteka približno 10 dni prav tako v valilniku [17, 18]. 
Valilnik je zaprta vrečasta struktura napolnjena s tekočino in se nahaja ventralno na 
telesu samice. Pri vrsti P. scaber je valilnik zaprtega tipa prilagoditev živali na 
kopensko življenje saj omogoča embrionalni in postembrionalni razvoj v vodnem 
okolju. Odrasla žival P. scaber ima temnosivo telesno površino. Telo se deli na 
glavoprsje, pereon in pleon ali zadek. Pereon je pri odrasli živali sestavljen iz sedmih 
členov, ki nosijo parne okončine. V odrasli fazi ima P. scaber 7 parov nog. Dorzalno 
člene pokrivajo hrbtne ploščice ali tergiti [19, 42]. Hemi-tergiti pereona in perona so 
glede na članek Milatovič in sod. vidni v fazi 52% razvoja (S9), vendar so še ločeni na 
desni in levi del . V tergite se dokončno združijo v fazi 76% razvoja (S15) [17]. 
Natančneje tvorba integumenta in diferenciacija epidermalnih celic ni bila raziskana, 
natančno pa je opredeljena diferenciacija eksoskeletne kutikule med razvojem [22]. 
V fazi 40% razvoja (embrij S6) se ektoderm začne upogibati v dve invaginaciji, iz 
katerih nastaneta sprednje in zadnje črevo, ki se združita v prebavno cev v fazi 80% 
razvoja (S16) [17]. Prebavna žleza je endodermalnega izvora in se začne razvijati v fazi 
45% razvoja (S7), mišičje, ki jo obdaja, postane funkcionalno pri 68% razvoja (S13), ko 
je žleza že napolnjena z rumenjakom, celice pa vsebujejo velike lipidne kaplje [17, 21]. 
Najprej se razvijeta dve cevki prebavnih žlez, drugi par cevk prebavnih žlez začne rasti 
v poznih embrijih (S16-S19) [17]. V poznih embrijih pride tudi do povezave 
hepatopankreasa s prebavno cevjo na stiku sprednjega in zadnjega črevesa. V prebavni 
žlezi se začne absorbcija in razgradnja rumenjaka med postembrionalnim razvojem, v 
celicah so velike lipidne kaplje [21]. Prebavni sistem P. scaber je pri marzupijskih 
mankah že dokončno razvit. [17]. Pri postmarzupijskih mankah v prebavni žlezi ni več 
Katja Kunčič: Preoblikovanje medceličnih stikov v nevretenčarskih epitelih med 
morfogenezo integumenta in prebavnega sistema 
6 
 
rumenjaka in v epitelnih celicah v splošnem ni lipidnih kapelj, saj se je zaloga porabila 
[21].  
 Epidermis 1.3
Integument je sestavljen iz epidermalnega epitela in zunajceličnih matriksov - bazalne 
lamine in kutikule [1, 23]. Pri P. scaber je epidermalni epitel enoslojni. Apikalno 
epidermis prekriva mineraliziran hitinski matriks, večslojna kutikula, ki tvori 
eksoskelet. 
Da se telo rakov lahko poveča, se mora žival leviti, kar pomeni da odvrže staro kutikulo 
in epitelne celice izločijo novo [22, 24]. Za mokrice, med katere sodi tudi P. scaber, je 
značilna dvodelna levitev. Zadnji in sprednji del telesa se delita ločeno, kar je 
prilagoditev na kopenske habitate [22]. Med razvojem v valilniku se prva levitev 
kutikule zgodi v fazi pozne marzupijske manke v času sprostitve iz valilnika [25]. 
Oblika celic epidermisa se spreminja med levitvenim ciklom [23]. V fazi med levitvama 
so celice ploščate, v času levitve pa postanejo kubične [24]. Epitelne celice v 
epidermalnem epitelu povezujejo medcelični stiki – subapikalno so na lateralnih 
membranah adherentni stiki, bazalno od njih pa valoviti septirani stiki [11, 23]. 
Epidermalne celice členonožcev izločajo zunajcelični matriks, kutikulo, ki predstavlja 
zunanje ogrodje (eksoskelet) telesa, ščiti mehka tkiva pred zunanjimi pritisk, preprečuje 
izsuševanje [1, 2, 25] in služi kot površina za izmenjavo [23]. Prekriva vse dele telesa, 
ki so ektodermalnega izvora, torej epidermalni epitel ter sprednje in zadnje črevo [25]. 
Kutikula se deli na endokutikulo, eksokutikulo in epikutikulo (tanka plast iz lipidov ali 
voskov, ki preprečuje izsuševanje telesa – raki, med katere sodi tudi P. scaber, nimajo 
voskaste plasti) [2]. 
Osnova kutikule je hitin, nerazvejan homopolisaharid iz monosahardinih enot 
aminosladkorja galaktozamina (D-2 aminogalaktoze), povezanimi z β(1->4) 
glikozidnimi vezmi [1, 2, 25, 26]. Delna sinteza polisaharidne oblike poteče v celici, v 
zunajceličnem prostoru pa se verige hitina z intra- in intermolekulskimi vezmi povežejo 
v vlakna [26]. 
 Epiteli prebavnega trakta 1.4
P. Scaber ima cevasto črevo ektodermalnega izvora, ki ga prekriva kutikula, ki je 
približno 10x tanjša od eksoskeletne [25] in ni mineralizirana, kar je v splošnem 
značilno za epitele preko katerih poteka izmenjava snovi [1, 4, 21, 23 ]. Sprednje črevo 
predstavljajo ustna votlina, žrelo, požiralnik in želodec, v katerem se zaužita hrana 
mehansko predela in filtrira v prebavno žlezo. Zadnje črevo sestoji iz treh regij: 
anteriorne komore in papilatne regije ter se zaključi z rektumom [4]. Edini del 
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prebavnega sistema, ki je pri rakih enakonožcih endodermalnega izvora, so prebavne 
žleze, ki se povezujejo z želodcem [21]. 
1.4.1 Epitel zadnjega črevesa 
Anteriorno komoro in papilatno regijo prekriva enoslojni epitel. Celice so 
izodiametrične oblike in so v anteriorni komori kupolasto izbočene proti lumnu 
prebavne cevi (slika 4A), na področju papilatne regije pa so kupolasto izbočene v smeri 
bazalne lamine oziroma hemocela (slika 4B). V anteriorni komori poteka prebava hrane 
s prebavnimi encimi, ki se izločijo iz prebavne žleze in delna absorbcija hrane [4, 27]. 
Na dorzalni steni anteriorne komore so ploščate celice, ki so del gube črevesne stene – 
tiflosolisa, ki z lateralnima gubama tvori tiflosolna kanala (slika 4A), preko katerih se 
prebavljen material in tekočina lahko vrne v želodec in prefiltrira v prebavno žlezo [4, 
28]. V epitelu papilatne regije poteka izmenjava ionov in resorpcija vode, čemur ustreza 
tudi ultrastruktura celic [4, 28, 27].  
Za zagotavljanje opisanih funkcij epitela so bistveni medcelični stiki, ki preprečujejo 
nenadzorovano prehajanje molekul skozi medcelični prostor [11]. Med epitelnimi 
celicami obeh regij zadnjega črevesa so subapikalno med lateralnima membranama 
adherentni stiki, bazalno od njih pa valoviti septirani stiki [11, 28]. 
 
Slika 4: Epitel zadnjega črevesa, izoliran iz odrasle živali P. scaber. A. Anteriorna komora. Kupole 
izodiametričnih celic so usmerjene proti lumnu. Dorzalno je tiflosolis s tiflosolnima kanaloma. B. 
Papilatna regija. Kupole izodiametričnih celic so usmerjene proti hemocelu. h – hemocel; lč – lumen 
črevesa. 
1.4.2 Epitel prebavnih žlez 
V sprednjem delu želodca so lateralno povezave s cevkami prebavnih žlez - 
hepatopankreasa, ki je edini endodermalni del prebavnega trakta [4, 19]. Prebavno žlezo 
pri živali P. scaber sestavljata dva para spiralno zavitih cevk, ki se distalno slepo 
končajo. Iz prebavne žleze v zadnji del črevesa izteka izloček s prebavnimi encimi, 
hkrati je tu glavno mesto absorbcije hranil. Manjši delci hrane in voda, se po začetni 
mehanski obdelavi prefiltrirajo (omejitev 40 nm) in preidejo naravnost v žlezo, kjer 
pride do absorbcije. Površina hepatopankreasa je zaradi nagubanosti apikalne membrane 
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v mikrovile precej večja od površine preostalih delov prebavnega trakta, kjer celice 
nimajo mikrovilov [4]. 
Epitel prebavne žleze je enoslojen in ga sestavljata dve vrsti celic. Velike celice B so 
kupolaste oblike in manjše celice S so stožčaste oblike [20, 29]. V celicah so številne 
lipidne kaplje [20, 30].  
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2 Namen dela 
Namen dela je opredelitev strukturnih značilnosti tvorbe in preoblikovanja medceličnih 
stikov med morfogenezo v nevretenčarskih epitelih. Primerjalno smo analizirali 
ultrastrukturne značilnosti in preoblikovanje stikov med celicami v izvorno in 
funkcijsko različnih epitelih. Ektodermalnega izvora sta epidermalni in črevesni epitel, 
endodermalnega izvora je epitel prebavne žleze. Analizirali smo vzorce diferenciranih 
epitelov odraslih živali ter vzorce epitelov postembrionalnih in embrionalnih razvojnih 
faz kopenskega raka enakonožca P. scaber. 
Razvoj embrijev in marzupijskih mank P. scaber poteka v valilniku, ki je napolnjen s 
tekočino, postmarzupijske manke se iz valilnika sprostijo v zunanje okolje. 
Pričakujemo, da bodo ultrastrukturne spremembe medceličnih stikov največje v fazi 
prehoda iz embrionalnega v postembrionalni razvoj (izleganje embrija iz vitelinske 
ovojnice) in po sprostitvi iz valilnika (prehod iz vodnega v suho okolje). Pri 
ultrastrukturi septiranih stikov pričakujemo večjo raznolikost med epiteli, saj je njihova 
vloga bolj vezana na funkcijo specifičnega epitela. 
Za usmeritev dela smo postavili naslednje delovne hipoteze: 
1. V analiziranih razvojnih fazah strukturne spremembe adherentnih stikov ne bodo 
zelo izrazite, ker so to ključni stiki za vzpostavitev in vzdrževanje integritete 
epitelov in se tvorijo v splošnem v zgodnji embriogenezi. 
 
2. Ultrastrukturne spremembe septiranih stikov med morfogenezo prebavne cevi in 
epidermisa bodo najbolj izrazite v fazi izleganja iz vitelinske ovojnice in v fazi 
sprostitve iz valilnika. 
 
3. Glede na izvorne in funkcijske razlike, pričakujemo tudi razlike v 
preoblikovanju medceličnih stikov med morfogenezo ektodermalnih in 
endodermalnih epitelov. 
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3 Materiali in metode 
 Vzorci tkiv 3.1
V nalogi smo analizirali vzorce tkiv odraslih živali in izbranih postembrionalnih in 
embrionalnih razvojnih faz kopenskega raka enakonožca vrste Porcellio scaber, 
Latreille 1804 (Crustacea: Isopoda). Ta vrsta je bila izbrana kot poskusni organizem, ker 
je zelo pogosta in dostopna – primerke lahko najdemo v bližini človeških bivališč, 
vzdrževanje in razmnoževanje živali v laboratoriju ni zahtevno in je mogoče preko 
celega leta. P. scaber je zanimiv modelni organizem tudi z vidika preučevanja 
kopenskih rakov enakonožcev, skupine rakov, ki se je prilagodila za življenje na 
kopnem [17]. 
Najprej smo analizirali histološko zgradbo epidermisa v izoliranih tergitih, histološko 
zgradbo epitelov zadnjega črevesa in prebavnih žlez pri odraslih osebkih P. scaber ter 
ultrastrukturo medceličnih stikov v omenjenih epitelih. V nadaljevanju pa smo 
navedene strukturne značilnosti posameznih epitelov raziskali še med postembrionalnim 
razvojem in v izbranih fazah embrionalnega razvoja te vrste. Odrasle živali so bile 
pridobljene iz terena iz različnih predelov Slovenije (občine Postojna, Gorenja vas – 
Poljane in Škofja Loka) in vzdrževane v laboratoriju v stabilnem okolju s temperaturo 
25°C, visoko zračno vlažnostjo in konstantnim 12-urnim svetlobnim ciklom, v 
steklenem terariju s podlago iz zemlje in listov. Iz kulture so bile za raziskavo izbrane 
odrasle živali obeh spolov, ki so bile brez valilnika in brez zunanjih znakov levitve. 
Vsaka žival je bila stehtana in ji je bil določen spol. Sekcija živali je bila opravljena za 
namen (1) izolacije tergitov, (2) izolacije zadnjega črevesa ali (3) izolacije prebavnih 
žlez. Izolaciji je sledila fiksacija tkiv in nadaljnja priprava tkiv za histološke in 
ultrastrukturne analize (v poglavju 3.2).  
Vzorci razvojnih stadijev so bili fiksirani v celoti. Postmarzupijske manke smo pridobili 
po sprostitvi iz marzupija. Gravidne samice so bile do sprostitve mank ločene od ostalih 
živali v plastičnih petrijevkah, v katerih je bilo dno prekrito z vlažnim filter papirjem in 
suhimi listi. Sproščene manke smo pobrali in fiksirali 3 ali 14 dni po sprostitvi iz 
marzupija. 
Marzupijske manke uporabljene v tej nalogi so bile izolirane iz marzupija gravidnih 
samic. Po klasifikaciji v članku Mrak in sod. (2014) [18] so bile razvrščene v tri 
razvojne faze glede na manjšanje velikosti prebavnih žlez zaradi porabe rumenjaka, 
stopnjo pigmentacije eksoskeleta, velikost telesa živali in gibalne sposobnosti: 
 Zgodnja marzupijska manka, 
 Srednja marzupijska manka, 
 Pozna marzupijska manka. 
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Embriji so bili prav tako izolirani iz valilnika gravidnih samic. Njihova razvojna faza je 
bila opredeljena po klasifikaciji 20 faz embrionalnega razvoja, opisanih v članku 
Milatovič in sod. (2010), na podlagi anatomske stopnje razvitosti [17]. Za analizo smo 
izbrali dve fazi: srednji embrij v fazi S13 in pozni embrij v fazi S16. 
 Priprava vzorcev 3.2
V magistrski nalogi smo s svetlobno in elektronsko mikroskopijo analizirali vzorce 
izoliranih tergitov, izoliranih čreves in izoliranih prebavnih žlez odraslih živali ter 
vzorce izbranih embrionalnih faz, marzupijskih mank in postmarzupijskih mank. Vsi 
vzorci, ki smo jih analizirali, so bili že vklopljeni v smolo za namene predhodnih 
raziskav diferenciacije eksoskeletne kutikule [18], črevesne kutikule in določenih 
ultrastrukturnih značilnosti črevesnega epitela [28] ter raziskav ultrastrukture prebavne 
žleze pri tej živalski vrsti [30]. 
Odrasle živali so bile pred izolacijo tkiva anestezirane s hlajenjem ali v hlapih dietil 
etra. Pregled vseh analiziranih vzorcev odraslih živali ter način fiksacije je prikazan v 
tabeli 1. Tergiti odraslih živali so bili izolirani iz petih živali. Tergiti osebkov 1 in 2 so 
bili fiksiran v raztopini 2 % paraformaldehid in 2,5 % glutaraldehid (C5H8O2) v 0,1 M 
pufru HEPES pH=7,2 (fiksativ 1), tergite osebkov 3, 4 in 5 pa smo razdelili sagitalno na 
polovice in fiksirali v raztopini 2 % paraformaldehid, 2,5 % glutaraldehid in 2,5 % 
EDTA v 0,1 M pufru HEPES pH=7,2 (fiksativ 2). EDTA je bil dodan fiksativu za 
namen dekalcifikacije vzorcev. Fiksacija je potekala čez noč na sobni temperaturi. 
Zadnje črevo, izolirano iz dveh živali (osebka 6 in 7) smo prestavili v fiziološko 
raztopino (0,9 % NaCl), prečno razdelili na tri enake dele, jim očistili vsebino in jih 
fiksirali čez noč v 2,5 % glutaraldehidu v 0,1 M pufru HEPES pH=7,2 (fiksativ 3). 
Zadnje črevo ene živali (osebek 8) je bilo takoj po izolaciji fiksirano v fiksativu 2 % 
paraformaldehid in 2,5 % glutaraldehid v 0,1 M pufru HEPES pH=7,2 (fiksativ 1), 
inkubacija v fiksativu je potekala čez noč. 
Iz devetih živali so bile izolirane vse štiri cevke prebavne žleze. Od vsake živali je bila 
ena žlezna cevka v osrednjem delu prečno prerezana za lažje prodiranje kemikalij in 
pripravljena za analizo s presevnim elektronskim mikroskopom. Ostale so bile 
pripravljene za svetlobno mikroskopijo, od tega je bila ena vklopljena v smolo Spurr. 
Analiziran je bil mediani predel žleznih cevk. Fiksacija je potekala 3-4,5 ur pri 4°C v 
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Tabela 1: Analizirani vzorci odraslih živali vrste P. scaber. Fiksativ 1 je 2 % paraformaldehid in 2,5 % 
glutaraldehid v 0,1 M pufru HEPES pH=7,2. Fiksativ 2 je 2 % paraformaldehid in 2,5 % glutaraldehid in 
2,5 % EDTA v 0,1 M pufru HEPES pH=7,2. Fiksativ 3 je 2,5 % glutaraldehid v 0,1 M pufru HEPES 
pH=7,2. Fiksativ 4 je 3,5 % glutaraldehid v 0,1 M Na-fosfatnem pufru. 



















Osebek 1 Samica Epidermis Fiksativ 1 JA NE 
Osebek 2 Samec Epidermis Fiksativ 1 JA NE 
Osebek 3 Samica Epidermis Fiksativ 2 JA JA 
Osebek 4 Samica Epidermis Fiksativ 2 JA JA 
Osebek 5 Samec Epidermis Fiksativ 2 NE JA 
Osebek 6 Samec Epitel zadnjega 
črevesa 
Fiksativ 3 JA NE 
Osebek 7 Samica Epitel zadnjega 
črevesa 
Fiksativ 3 JA NE 
Osebek 8 Samica Epitel zadnjega 
črevesa 
Fiksativ 1 NE JA 
Osebek 9 Samec Epitel prebavnih 
žlez  
Fiksativ 4 JA NE 
Osebek 10 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 JA Ne 
Osebek 11 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 JA JA 
Osebek 12 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 JA Ne 
Osebek 13 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 JA Ne 
Osebek 14 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 NE JA 
Osebek 15 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 NE JA 
Osebek 16 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
Fiksativ 4 JA NE 
Osebek 17 Samec Epitel prebavnih 
žlez 
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Vzorci embrijev, marzupijskih in postmarzupijskih mank so bili v celoti fiksirani v 2,5 
% glutaraldehidu v 0,1 M kakodilatnem pufru pH=7,2 (fiksativ 5), po približno eni uri 
fiksacije smo jih rahlo prebodli s secirno iglo z namenom lažjega prodiranja fiksativa in 
smole. Pregled vzorcev razvojnih faz je prikazan v tabeli 2. 
Tabela 2: Analizirani vzorci postembrionalnih razvojnih faz vrste P. scaber. Fiksativ 5 je 2,5 % 
glutaraldehid v 0,1 M kakodilatnem pufru pH=7,2. 




























































a manka (3 dni 
po sprostitvi) 
ja ja ja Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 19 Postmarzupijsk
a manka (14 
dni po 
sprostitvi) 
   Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 20 Postmarzupijsk
a manka (14 
dni po 
sprostitvi) 
ja ja ja Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 21 Pozna MM ja ja  Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 22 Pozna MM  ja  Fiksativ 5 NE JA 
Osebek 23 Pozna MM ja ja ja Fiksativ 5 NE JA 
Osebek 24 Pozna MM ja   Fiksativ 5 NE JA 
Osebek 25 Pozna MM    Fiksativ 5 JA NE 
Osebek 26 Srednja MM ja ja ja Fiksativ 5 NE JA 
Osebek 27 Srednja MM    Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 28 Srednja MM    Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 29 Zgodnja MM    Fiksativ 5 JA NE 
Osebek 30 Zgodnja MM ja ja ja Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 31 Pozni embrij 
S16 
ja  ja Fiksativ 5 JA JA 
Osebek 32 Srednji embrij 
S13 
ja  ja Fiksativ 5 JA JA 
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Po fiksaciji so bili vzorci sprani z 0,1 M ustreznim pufrom, sledila je postfiksacija 1-2 
uri z 1% osmijevim tetroksidom, ki deluje kot fiksativ in kontrastno sredstvo. Po 
spiranju z ustreznim pufrom ali z vodo Milli Q, smo vzorce dehidrirali na rotorju v 
raztopinah etanola z naraščajočo koncentracijo od 50% do 100%. Potek dehidracije je 
bil sledeč: 50% etanol (10-45 minut), 70% etanol (preko noči ali dvakrat po 10-15 
minut), 80% etanol (10-20 minut),  90% etanol (dvakrat po 10-20 minut) in 100% 
etanol (dvakrat po 10-20 minut). V primeru uporabe smole Agar100 so bili vzorci 
preneseni še v 100% aceton dvakrat po 10-20 minut. Po dehidraciji je sledilo 
vklapljanje vzorcev v smolo. Vzorci prebavne žleze so bili vklopljeni v smolo Spurr, 
ostali pa v smolo Agar 100. Impregnacija s smolo Agar 100 je potekala v mešanici 
aceton:smola, najprej v razmerju 2:1 za 2 uri, nato v razmerju 1:2 čez noč, na koncu pa 
še vsaj 24 ur v čisti smoli z eno menjavo. Impregnacija s smolo Spurr je potekala v 
mešanici etanol:smola 1:1 za 1 uro, nato pa v čisti smoli po 1 uro, čez noč, in še enkrat 
po 1 uro. Vklapljanje je potekalo na rotorju. Impregnirani vzorci so bili postavljeni v 
modelčke za oblikovanje blokcev in prekriti s čisto smolo. Polimerizacija smole je 
potekala vsaj 24 ur pri 60°C (Agar 100) ali pri 70°C (Spurr). 
 Svetlobna mikroskopija 3.3
Vzorce, ki so bili že vklopljeni v smolo, smo rezali z ultramikrotomom Reichert 
Ultracut S (Leica). Blok z vzorcem smo vpeli v ultramikrotom v stojalo za oblikovanje, 
z britvico odstranili odvečno smolo ter oblikovali rezalno površino kvadratne oblike. 
Nato smo vzorce vpeli v položaj za rezanje in površino zgladili s steklenim nožem. Za 
svetlobno mikroskopijo smo s steklenim nožem pripravili poltanke rezine debeline 0,5 
µm. Več rezin smo prenesli v kapljico vode Milli-Q na objektno stekelce in jih posušili 
na termoplošči (80°C). Preparate smo barvali s prefiltriranim barvilom Azur II – metilen 
modro (barvanje po Richardsonu) na termoplošči. Ko se je barvilo na robovih kapelj 
začelo sušiti, smo preparat sprali z vodo Milli-Q in ga posušili na termoplošči. Poltanke 
rezine smo uporabili za pregled celotnega prereza vzorca in histološko analizo. Glede na 
ustreznost prereza vzorca smo pripravili še ultratanke rezine za presevno elektronsko 
mikroskopijo (poglavje 3.4). Na koncu smo preparate pokrili s krovnim medijem 
Ultrakitt in krovnim stekelcem, jih pregledali in slikali s svetlobnim mikroskopom 
AxioSkop Opton (Zeiss) opremljenim z digitalno kamero Leica DFC290HD ter 
programsko opremo LAS V4.0. 
 Presevna elektronska mikroskopija 3.4
Za presevno elektronsko mikroskopijo smo pripravili ultratanke rezine vzorca. 
Pripravimo jih z ultramikrotomom Reichert Ultracut S (Leica) iz istih vzorcev kot 
poltanke rezine. Z diamantnim nožem Diatome ultra 45° smo pripravili rezine debeline 
70 nm. Rezine, ki so bile na vodni gladini diamantnega noža enakomerno sive do 
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srebrne barve, smo prenesli na bakreno mrežico prekrito s folijo formvar, ki omogoča 
stabilizacijo rezine na mrežici. Enakomerna obarvanost rezine nam pove, da je rezina 
enakomerne debeline. Barva rezin na vodni gladini je povezana z debelino rezine, siva 
do srebrna barva ustreza debelini 70 ali manj nm. Mrežico shranimo v posebno škatlo za 
shranjevanje mrežic. Rezino na mrežici kontrastiramo z uranil acetatom 10 minut in s 
svinčevim citratom 5 minut. Pripravo ultratankih rezin smo izvedli Katja Kunčič, Nada 
Žnidaršič, Polona Mrak in Urban Bogataj, kontrastiranje pa Polona Mrak, Urban 
Bogataj in Nada Žnidaršič. Pregled rezin in dokumentiranje rezultatov je potekalo na 
presevnem elektronskem mikroskopu CM 100 (Philips) opremljenim z digitalno kamero 
Orius (Gatan) in programsko opremo Digital Micrograph. 
 Semikvantitativna ocena izbranih ultrastrukturnih značilnosti 3.5
3.5.1 Semikvantitativna ocena izbranih ultrastrukturnih značilnosti v 
epidermisu 
S semikvantitativnimi kategorijami smo opisali nagubanost lateralnih membran in 
razširitve medceličnega prostora. Kategorije za semikvantitativno oceno nagubanosti 
lateralnih membran so bile blaga, srednja in intenzivna nagubanost. Kategorije za 
semikvantitativno oceno razširjenosti medceličnega prostora so bile blage, srednje in 
znatne razširitve. 
 
Slika 5: Kategorije za semikvantitativno oceno nagubanosti lateralnih membran v epidermisu. A. Blago 
nagubani lateralni membrani. B. Srednje nagubani lateralni membrani. C. Intenzivno nagubani lateralni 
membrani. 
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Slika 6: Kategorije za semikvantitativno oceno razširitve medceličnega prostora v epidermisu. A. Blage 
razširitve medceličnega prostora. B. Srednje razširitve medceličnega prostora. C. Znatne razširitve 
medceličnega prostora. 
3.5.2 Semikvantitativna ocena izbranih ultrastrukturnih značilnosti v 
črevesnem epitelu anteriorne komore 
S semikvantitativnimi kategorijami smo opisali nagubanosti lateralnih membran v 
področju septiranega stika. Kategoriji za semikvantitativno oceno sta bili blaga in 
intenzivna.  
 
Slika 7: Kategoriji za semikvantitativno oceno nagubanosti lateralnih membran v področju septiranega 
stika. A. Blaga nagubanost lateralnih membran. B. Intenzivna nagubanost lateralnih membran. 
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4 Rezultati in razprava 
V nalogi smo analizirali obliko celic in ultrastrukturo medceličnih stikov v dveh epitelih 
ektodermalnega izvora – v epidermisu in epitelu črevesa ter v enem endodermalnem 
epitelu – v epitelu prebavnih žlez (slika 8). 
 
Slika 8: Histološki preparat prečno prerezane odrasle živali P. scaber (Latreille, 1804) z označenimi 
epiteli, ki smo jih analizirali. Preparat je bil barvan z barvanjem hematoksilin-eozin. 
 Oblika epitelnih celic in ultrastruktura medceličnih stikov v 4.1
epidermisu med morfogenezo integumenta 
4.1.1 Struktura epidermalnih celic in ultrastruktura medceličnih stikov v 
epidermisu pri odrasli živali 
Epidermalni epitel P. scaber je enoslojni epitel. Oblika celic se spreminja med levitvijo. 
V fazi med levitvama so epidermalne celice ploščate. Jedra so ovalna. Apikalno 
epidermis prekriva mineraliziran hitinski matriks, večslojna kutikula, ki tvori eksoskelet 
(slika 9). 
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Slika 9: Histološka zgradba integumenta odrasle živali. Enoslojni ploščati epitel prekriva debela kutikula 
z luskami. e – epidermis; ku – kutikula 
Epidermalne celice so med seboj na lateralnih membranah povezane z medceličnimi 
stiki (slika 10). Subapikalno je adherentni stik dolžine 125 do 150 nm, ki je z 
elektronskim mikroskopom razviden kot dva elektronsko gosta plaka na lateralnih 
membranah sosednjih celic. Medcelični prostor v regiji stika je homogen in manj gost 
kot plaka (slika 10). Opazimo variabilnost znotraj posameznih vzorcev v oddaljenosti 
adherentnih stikov od apikalne membrane. Adherentni stik je takoj subapikalno ali 
oddaljen od apikalne membrane do 1 µm. 
Bazalno od adherentnih stikov so septirani stiki z značilnimi elektronsko gostimi 
pregradami – septami, v medceličnem prostoru med lateralnima membranama (slika 
10). V okviru posameznih vzorcev opazimo variabilnost v oddaljenosti septiranih stikov 
od adherentnih. Največkrat so septirani stiki takoj bazalno od adherentnih stikov, pri 
posameznih vzorcih opazimo oddaljenost stikov do 1 µm. Septirani stiki v splošnem 
obsegajo 1-3 µm (variabilno znotraj posameznega vzorca). Večinoma so nizi sept v 
septiranem stiku neprekinjeni, opazimo pa tudi prekinjene nize sept. Pri vseh vzorcih 
bazalno od septiranega stika opazimo blage do znatne razširitve medceličnega prostora. 
Lateralni membrani sta nagubani blago do intenzivno. 
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Slika 10: Ultrastruktura medceličnih stikov v epidermisu odrasle živali. A. Subapikalno je adherentni stik, 
bazalno od njega septirani stik. B. Subapikalno je adherentni stik, bazalno od adherentnega je septirani 
stik, sledi blaga razširitev medceličnega prostora C. Subapikalno je adherentni stik, bazalno od njega 
vidimo področje z elektronsko gostejšim medceličnim prostorom (septirani stik), znatna razširitev 
medceličnega prostora in septirani stik z jasno razvidnimi septami. Bele puščice – adherentni stik; črne 
puščice – septirani stik; mp – medcelični prostor 
4.1.2 Struktura epidermalnih celic v obdobju postembrionalnega in 
embrionalnega razvoja 
Epidermalne celice so pri postmarzupijskih mankah (14 in 3 dni po sprostitvi iz 
valilnika) (slika 11A in B), srednji (slika 11D) in zgodnji marzupijski manki (slika 11E) 
ter poznem embriju (slika 11F) strukturno podobne kot pri odrasli živali in so ploščate 
oblike. Razliko opazimo pri pozni marzupijski manki in srednjem embriju. Pri pozni 
marzupijski manki (slika 11C) so epidermalne celice ploščate ali kubične. Pri srednjem 
embriju (slika 11G) na dorzalni telesni površini opazimo ploščate celice, na lateralni 
telesni površini ploščate do kubične in na ventralni telesni površini kubične do 
prizmatične. 
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Slika 11: Histološka zgradba integumenta v izbranih razvojnih fazah. A. Postmarzupijska manka 14 dni 
po sprostitvi. B. Post marzupijska manka 3 dni po sprostitvi. C. Pozna marzupijska manka. D. Srednja 
marzupijska manka. E. Zgodnja marzupijska manka. F. Pozni embrij (S16). G. Srednji embrij (S13). e – 
epidermis; ku – kutikula; lk – lipidne kapljice; ru – rumenjak 
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4.1.3 Ultrastruktura medceličnih stikov v epidermisu pri postembrionalnih in 
embrionalnih razvojnih fazah 
Adherentni stiki so ultrastrukturno pri vseh analiziranih fazah podobni stikom pri 
odraslih živalih (slika 12). Pri analiziranih razvojnih fazah opazimo variabilnost znotraj 
posameznih vzorcev v oddaljenosti adherentnega stika od apikalne membrane (do 1 
µm). Pri srednjem embriju opazimo, da so adherentni stiki bolj oddaljeni od apikalne 
površine (0,5 do 2 µm) kot pri ostalih analiziranih razvojnih fazah (slika 12H in I). 
Septirani stiki so v vseh razvojnih fazah od poznega embrija dalje bazalno od 
adherentnih stikov (slika 12). Pri srednjem embriju septiranih stikov nismo opazili 
(slika 12H in I). Na mestu stika smo v vseh vzorcih postmarzupijskih in marzupijskih 
mank med lateralnima membranama opazili elektronsko goste pregrade ali septe. Pri 
obeh analiziranih fazah postmarzupijske manke (14 in 3 dni po sprostitvi iz valilnika) so 
septirani stiki strukturno podobni kot pri odraslih (slika 12A in B). Opazimo tudi 
variabilnost znotraj vzorca – prekinjene in neprekinjene nize sept. Pri postmarzupijski 
manki 3 dni po sprostitvi iz valilnika opazimo večjo razdaljo med adherentnim in 
septiranim stikom kot pri postmarzupijski manki 14 dni po sprostitvi iz valilnika. Pri 
pozni marzupijski manki so septirani stiki strukturno podobni kot pri odrasli živali, 
ampak v tej razvojni fazi bolj pogosto opazimo prekinjene nize sept (variabilno znotraj 
vzorca) (slika 12C). Oddaljenost med adherentnim in septiranim stikom je podobna kot 
pri postmarzupijski manki 3 dni po sprostitvi iz valilnika. Lateralni membrani sta blago 
do intenzivno nagubani. Pri srednji marzupijski manki so stiki dolgi in le redko opazimo 
kratke prekinitve nizov sept (slika 12D). Samo v tem vzorcu na več mestih opazimo, da 
sta lateralni membrani mestoma povsem tesno skupaj (medcelični prostor ni viden). 
Septirani stiki so v večini takoj bazalno pod adherentnimi. Lateralni membrani sta blago 
do intenzivno nagubani. Za zgodnjo marzupijsko manko je značilna znatna variabilnost 
znotraj vzorca (slika 12E in F). Septirani stiki so dolgi in neprekinjeni, ponekod so med 
celicami kratki odseki nizov sept. Redko so vidni tudi kratki odseki, kjer sta lateralni 
membrani povsem tesno skupaj. Oddaljenost med adherentnimi in septiranimi stiki je 
podobna kot pri srednji marzupijski manki. Lateralni membrani sta blago do intenzivno 
nagubani. Pri poznem embriju so med lateralnima membranama posamezne septe in 
elektronsko gost material bazalno od adherentnega stika (slika 12G). Krajši nizi sept si 
zaporedno sledijo. Elektronsko gost medcelični prostor je takoj bazalno od 
adherentnega stika ali pa je od njega nekoliko oddaljen (variabilno znotraj vzorca). Pri 
srednjem embriu ni izoblikovanih septiranih stikov ali posameznih sept med lateralnima 
membranama (slika 12H). Bazalno od adherentnega stika so na nekaterih mestih vidni 
elektronsko gostejši odseki na področju meje med celicama (slika 12I). 
Nagubanost lateralnih membran je variabilna znotraj posameznih vzorcev pri vseh 
analiziranih razvojnih fazah. Pri postmarzupijskih mankah (14 in 3 dni po sprostitvi iz 
valilnika) ter pozni in zgodnji marzupijski manki smo opazili blago do intenzivno 
nagubanost. Pri srednji marzupijski manki smo opazili blago do srednjo nagubanost, pri 
poznem in srednjem embriju pa blago nagubanost. 
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Slika 12: Ultrastruktura medceličnih stikov v epidermisu v izbranih razvojnih fazah. Z belimi puščicami 
so označeni adherentni stiki, s črnimi pa posamezne septe septiranih stikov. A. Postmarzupijska manka 14 
dni po sprostitvi iz valilnika. Adherentni stik in neprekinjen septiran stik z vidnimi septami. B. 
Postmarzupijska manka 3 dni po sprostitvi iz valilnika. Adherentni stik in neprekinjen septirani stik z 
razločnimi septami. C. Pozna marzupijska manka. Adherentni stik. Bazalno od njega je septirani stik s 
pogostimi prekinitvami. D. Srednja marzupijska manka. Adherentni stik, bazalno od njega neprekinjen 
septirani stik. E. Zgodnja marzupijska manka. Adherentni stik. F. Zgodnja marzupijska manka. Septirani 
stik s posameznimi septami. G. Pozni embrij (S16). Adherentni stik, bazalno od njega so vidne 
posamezne septe v medceličnem prostoru. H. Srednji embrij (S13). Adherentni stik je bolj oddaljen od 
apikalne površine. I. Srednji embrij (S13). Adherentni stik. Bazalno od njega je z dolgimi puščicami 
označen elektronsko gostejši material v predelu meje med celicama. 
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 Ultrastruktura medceličnih stikov v črevesnem epitelu anteriorne 4.2
komore med morfogenezo prebavnega sistema 
4.2.1 Ultrastruktura medceličnih stikov v črevesnem epitelu anteriorne 
komore črevesa pri odrasli živali 
 
Slika 13: Histološka zgradba anteriorne komore izoliranega črevesa odrasle živali P. scaber. Epitelne 
celice so kupolasto izbočene proti lumnu. Celice apikalno prekriva kutikula, ki je tanjša kot eksoskeletna.. 
e – epitel; k – kutikula; lč – lumen črevesa 
V enoslojnem črevesnem epitelu so med epitelnimi celicami izodiametrične oblike 
(slika 13) subapikalno nameščeni adherentni stiki (slika 14). Bazalno od njih so 
septirani stiki, ki so variabilni znotraj vzorca. V področju septiranih stikov sta lateralni 
membrani zelo nagubani (slika 14). Neprekinjeni septirani stiki so dolgi do 7,5 um, pri 
posameznih odsekih prekinjenih septiranih stikov dolžina variira od 0,6 do 2,8 um. Na 
nekaterih mestih med posameznimi odseki stika se medcelični prostor srednje 
intenzivno razširi. 
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Slika 14: Ultrastruktura medceličnih stikov v črevesnem epitelu anteriorne komore črevesa pri odrasli 
živali. Z belimi puščicami je označen adherentni stik, s črnimi pa posamezne septe septiranih stikov. A. 
Slabo viden adherentni stik, bazalno pod njim dolg in zavit septirani stik. B. Dolg in zavit septirani stik z 
razširitvami medceličnega prostora na mestih, kjer ni sept med lateralnima membranama. mp – 
medcelični prostor 
4.2.2 Ultrastruktura medceličnih stikov v črevesnem epitelu anteriorne 
komore pri postmarzupijskih in marzupijskih mankah 
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Slika 15: Histološka zgradba anteriorne komore izoliranega črevesa postmarzupijskih in marzupijskih 
mank. Pri vseh razvojnih fazah so izodiametrične celice kupolasto izbočene v lumen črevesa. A. 
Postmarzupijska manka 14 dni po sprostitvi iz valilnika. B. Postmarzupijska manka 3 dni po sprostitvi iz 
valilnika C. Pozna marzupijska manka. D. Srednja marzupijska manka. E. Zgodnja marzupijska manka. e 
– epitel; k – kutikula; lč – lumen črevesa; lk – lipidne kapljice; ru – rumenjak 
Med lateralnima membranama črevesnih celic anteriorne komore so subapikalno 
nameščeni adherentni stiki pri vseh vzorcih izbranih razvojnih faz (slika 16). Stike 
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ultrastrukturno vidimo kot elektronsko gosta plaka ob lateralnih membranah s 
homogenim in manj elektronsko gostim medceličnim prostorom. 
Pri vzorcih izbranih razvojnih faz sta lateralni membrani intenzivno nagubani (slika 16). 
Značilne elektronsko goste pregrade septiranih stikov so med lateralnima membranama 
v vseh vzorcih. Septirani stiki so nameščeni približno 0,5-1 µm bazalno od adherentnih 
(opaženo pri vseh analiziranih razvojnih fazah). Pri postmarzupijskih mankah 14 in 3 
dni po sprostitvi iz valilnika nismo opazili znatne razlike med vzorcema v ultrastrukturi 
septiranih stikov (slika 16A in B). Stiki so dolgi in intenzivno zaviti, mestoma so nizi 
sept krajši in prekinjeni (slika 16A). Pri poznih marzupijskih mankah opazimo 
variabilnost med vzorci. Pri večini vzorcev opazimo kratke, prekinjene, blago nagubane 
nize sept (slika 16C), pri enem vzorcu pa so septirani stiki dolgi, neprekinjeni ter 
intenzivno nagubani (slika 16D). Pri srednji in zgodnji marzupijski manki je 
ultrastruktura medceličnih stikov v črevesnem epitelu anteriorne komore podobna (slika 
16E in F). Ultrastruktura je variabilna znotraj posameznih vzorcev. Prisotni so tako 
dolgi in intenzivno nagubani septirani stiki, kot tudi kratki in prekinjeni nizi sept. 
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Slika 16: Ultrastruktura medceličnih stikov v epitelu anteriorne komore črevesa v izbranih razvojnih 
fazah. Z belimi puščicami so označeni adherentni stiki, s črnimi pa posamezne septe septiranih stikov. A. 
Postmarzupijska manka 14 dni po sprostitvi iz marzupija. Adherentni stik, bazalno od njega je septirani 
stik B. Postmarzupijska manka 3 dni po sprostitvi iz marzupija. Adherentni stik, bazalno od njega je dolg 
valovit septirani stik. C. Pozna marzupijska manka. Adherentni stik in bazalno od njega kratek niz sept. 
D. Pozna marzupijska manka. Dolg, naguban, neprekinjen septirani stik. E. Srednja marzupijska manka. 
Adherentni stik, bazalno od njega pa dolg septirani stik. F. Zgodnja marzupijska manka. Adherentnemu 
stiku sledijo kratki nizi sept in ločeno daljši septirani stik. 
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 Oblika epitelnih celic in ultrastruktura medceličnih stikov v 4.3
epitelu prebavne žleze med morfogenezo prebavnega sistema 
4.3.1 Struktura epitelnih celic prebavne žleze pri odrasli živali 
Epitel prebavne žleze P. scaber je enoslojen z mikrovili. Sestavljajo ga kupolaste celice 
B in stožčaste celice S. Celice B so polne lipidnih kapljic, ki jih je v celicah S bistveno 
manj. Na sliki 17 je prerez izolirane prebavne žleze odrasle živali. Epitel je 
endodermalnega izvora in ga ne pokriva kutikula. 
 
Slika 17: Histološka zgradba izolirane prebavne žleze odrasle živali. A. Celice B in S. B. Izolirana 
prebavna žleza odrasle živali pri večji povečavi. Kupolaste celice B so polne lipidnih kapljic, stožčaste 
celice S jih vsebujejo manj. S – celice S; B – celice B; lh – lumen prebavne žleze (hepatopankreasa); lk – 
lipidne kapljice 
4.3.2 Ultrastruktura medceličnih stikov v epitelu prebavne žleze pri odrasli 
živali 
Med lateralnima membranama epitelnih celic prebavne žleze so subapikalno septirani 
stiki, membrani v tem delu nista nagubani (slika 18). Membrani sta bazalno od stika 
popolnoma približani, ne opazimo razširitev medceličnega prostora. 
 
Slika 18: Ultrastruktura medceličnih stikov med epitelnimi celicami prebavne žleze pri odrasli živali. A. 
Na stiku med celicama S in B subapikalno septirani stik. B. Subapikalno med lateralnima membranama 
celic septirani stik z jasno vidnimi septami (nekatere označene z belimi puščicami). ss – septirani stik 
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4.3.3 Struktura epitelnih celic prebavne žleze v postembrionalnem in 
embrionalnem razvoju 
Celice prebavne žleze so pri marzupijskih in postmarzupijskih mankah podobne kot v 
odrasli živali. Enoslojni epitel prebavne žleze sestavljata značilna tipa celic – B in S 
(slika 19A-E). Pri srednjem embriju so celice bolj sploščene (slika 19G), pri poznem 
embriju pa so že apikalno izbočene v lumen žleze (slika 19F). Pri srednjem embriju sta 
v prerezu le dve cevki prebavne žleze, v vseh ostalih razvojnih fazah pa v prerezu vse 
štiri cevke (prerez je povsod v osrednjem delu živali). Velike lipidne kaplje opazimo v 
B in S celicah v izbranih razvojnih fazah, razen pri vzorcu postmarzupijske manke 14 
dni po sprostitvi iz valilnika (slika 19A), kjer opazimo majhne lipidne kaplje le v B 
celicah. Lumen prebavne žleze do faze srednje marzupijske manke zapolnjuje rumenjak. 
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Slika 19: Epitel prebavne žleze v postembrionalnem in embrionalnem razvoju. Posamezne celice B in S 
so označene, kjer so razvidne. A. Postmarzupijska manka 14 dni po sprostitvi iz marzupija. B. 
Postmarzupijska manka 3 dni po sprostitvi iz marzupija. C. Pozna marzupijska manka. D. Srednja 
marzupijska manka. E. Zgodnja marzupijska manka. F. Pozni embrij (S16). G. Srednji embrij (S13). Na 
prerezu sta dve cevki prebavne žleze. Celice B in S so sploščene. B – celice B; S – celice S; lh – lumen 
prebavne žleze (hepatopankreasa); ru – rumenjak; lk – lipidne kapljice 
4.3.4 Ultrastruktura medceličnih stikov v epitelu prebavne žleze med 
morfogenezo prebavnega sistema pri postembrionalnih in 
embrionalnih razvojnih fazah 
V epitelu prebavne žleze med lateralnima membrana epitelnih celic v izbranih razvojnih 
fazah subapikalno opazimo septirane stike (slika 20). Strukturno so septirani stiki pri 
vseh analiziranih razvojnih fazah podobni, vendar so različnih dolžin. So blago zaviti. 
Dolžina stikov znotraj posameznih vzorcev variira, opazili pa smo tudi variacije med 
vzorci. Septirani stiki so najdaljši pri postmarzupijski manki 14 dni po sprostitvi iz 
valilnika, in sicer do 3,1 µm (slika 20A). Pri ostalih razvojnih fazah so stiki dolgi med 
1,5 in 2 µm. Posamezne septe niso jasno vidne. Bazalno od septiranega stika lateralni 
membrani potekata vzporedno, brez velikih razširitev medceličnega prostora in brez 
vidnega stika. 
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Slika 20: Ultrastruktura medceličnih stikov med epitelnimi celicami prebavne žleze v izbranih razvojnih 
fazah. A. Postmarzupijska manka 14 dni po sprostitvi iz valilnika. B. Postmarzupijska manka 3 dni po 
sprostitvi iz valilnika. C. Pozna marzupijska manka. D. Srednja marzupijska manka. Z belimi puščicami 
so označene posamezne septe v stiku. E. Zgodnja marzupijska manka. F. Pozni embrij (S16). G. Srednji 
embrij (S13). ss – septirani stik 
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4.4.1 Ultrastruktura medceličnih stikov v epidermisu, črevesnem epitelu in 
epitelu prebavne žleze pri odraslih živalih 
V epidermalnem in črevesnem epitelu, ki sta ektodermalnega izvora, celice na lateralnih 
membranah povezujejo adherentni in septirani stiki, apikalno epitela prekriva kutikula. 
V epitelu prebavne žleze, ki je endodermalnega izvora, pri odraslih živalih celice na 
lateralnih membranah povezujejo septirani stiki. V nalogi smo opredelili razlike v 
ultrastrukturi medceličnih stikov v treh epitelih, ki se razlikujejo ne samo po izvoru, 
ampak vršijo tudi različne funkcije. Epidermalni epitel pokriva telesno površino in tvori 
eksoskelet, črevesni epitel in epitel prebavne žleze pa razmejujeta notranje okolje živali 
od lumna prebavnega sistema. 
Adherentne stike, ki so ključni za mehansko stabilizacijo in apiko-bazalno polarizacijo 
epitelnega tkiva, smo opisali v epidermalnem in črevesnem epitelu pri enakonožcu P. 
scaber. V obeh epitelih je ultrastruktura adherentnih stikov podobna, vidni so kot 0,2 
µm veliki plaki. 
Septirani stiki, ki preprečujejo nenadzorovano prehajanje snovi v apiko-bazalni smeri 
po medceličnem prostoru, so prisotni v vseh treh analiziranih epitelih, v dveh 
morfološko različnih oblikah. V članku Izumi in sod. (2014) je navedeno, da v 
ektodermalnih epitelih najdemo valovite septirane stike, ki se od gladkih septiranih 
stikov v endodermalnih epitelih razlikujejo v ultrastrukturi in molekularni sestavi [11]. 
Pokazali smo, da so septirani stiki v epitelu prebavne žleze neprekinjeni in sestavljeni iz 
zveznih nizov sept (slika 18). V epidermalnem in črevesnem epitelu pa je večina stikov 
neprekinjenih, opazimo pa tudi posamezne stike s prekinjenimi nizi sept. Septirani stiki 
so v črevesnem epitelu (slika 14) bolj obsežni kot v epidermalnem (slika 10). 
Epidermalni epitel prekriva mineralizirana kutikula, ki pri kopenskih rakih enakonožcih 
tudi preprečuje izgubo vode [23, 31-34]. Hkrati ima integument še zaščitno funkcijo, 
omogoča gibanje živali, ker se na kutikulo pripenjajo mišice, in je v stiku z okoljem 
organizma [23]. Medcelični stiki zagotavljajo integriteto epitelne plasti. Subapikalno so 
v epidermalnem epitelu adherenti stiki, ki zagotavljajo mehanske povezave med 
celicami. Bazalno pod njimi so septirani stiki, ki med lateralnima membranama 
omejujejo pasiven pretok preko paracelularnega prostora. Epidermalne celice med 
levitvijo privzemajo produkte razgradnje stare kutikule, pri čemer mora biti 
paracelularni transport snovi reguliran (organski matriks se resorbira s pinocitozo, 
mineralne komponente – kalcijevi ioni – pasivno prehajajo apikalno membrano, bazalno 
pa aktivno) [35, 36]. Pri nekaterih vzorcih odrasle živali, kjer vidimo znake tvorbe 
kutikule, kot so izbokline apikalne plazmaleme z elektronsko gostimi plaki – žival je v 
fazi po levitvi, smo opazili pogostejše prekinitve septiranih stikov (Slika 7C).  
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Črevesni epitel prekriva tanjša, nemineralizirana kutikula, kar je značilno za epitele, 
preko katerih poteka intenzivna izmenjava snovi [23]. V anteriorni regiji poteka delna 
absorbcija in prebava. Hrana se pomeša s prebavnimi encimi, ki se izločijo iz prebavne 
žleze, ter se preko tiflosolnih kanalov zaradi krčenja mišic, ki obkrožajo črevo, vrne 
nazaj v želodec (ta cikel se lahko ponovi večkrat). Vsebina se nato prefiltrira v prebavno 
žlezo [4, 27]. V papilatni regiji poteka resorpcija vode in izmenjava ionov [4, 28, 27]. 
Na področju papilatne regije je okoli črevesa več mišic kot na področju anteriorne 
komore. Črevesni epitel je pogosto pod vplivom mehanskih sil zaradi raztezanja 
črevesne stene, ko se črevo napolni in krčenja mišic, ki obkrožajo prebavno cev. 
Ultrastruktura črevesnega epitela in diferenciacija epitela med razvojem P. scaber je 
bila že opisana [28, 37]. Epitelne celice v posameznih regijah zadnjega črevesa se 
razlikujejo v ultrastrukturi kutikule, v intenziteti nagubanja apikalnega in bazalnega 
labirinta, izkazujejo različno dolge septirane stike in različno intenzivno nagubani 
lateralni membrani. V obeh regijah so značilni izjemno dolgi in zaviti septirani stiki, kar 
je povezano s strogo nadzorovanim paracelularnim transportom v zadnjem črevesu [28]. 
Stiki so krajši v anteriorni komori in lateralni membrani sta manj nagubani kot v 
papilatni regiji, kar sovpada z razliko v funkciji epitela v posamezni regiji [28]. V fazi 
levitve pride do sprememb v ultrastrukturi septiranih stikov, ko stiki niso več 
neprekinjeni, ampak so značilni krajši prekinjeni nizi sept. Žival se v fazi levitve ne 
prehranjuje, s čimer je lahko povezano preoblikovanje septiranih stikov.  
Naši rezultati analize epitela anteriorne komore pri odraslih so v skladu s študijo 
Bogataj in sod. (2018). V primerjavi z epidermalnim epitelom opazimo več razlik [28]. 
Subapikalno so v obeh epitelih nameščeni adherentni stiki. V obeh epitelih je septirani 
stik sestavljen iz daljših nizov sept v medceličnem prostoru, ki so na nekaterih prerezih 
jasno opazni in lahko razločimo posamezne pregrade (slika 7 in 15). Septirani stiki so v 
črevesnem epitelu daljši, nagubanost lateralnih membran v področju septiranega stika je 
bolj intenzivna. Skozi črevesni epitel poteka bolj intenziven transport snovi kot skozi 
epidermalni epitel, kar lahko interpretiramo v povezavi s funkcijo septiranih stikov kot 
paracelularne difuzijske pregrade, ki preprečuje nenadzorovan transport. V fazi levitve v 
obeh epitelih ultrastrukturno opazimo podobno preoblikovanje septiranih stikov. 
Pri ultrastrukturni analizi medceličnih stikov v epitelu prebavnih žlez nismo jasno 
razločili prisotnosti adherentnih dezmosomov, ki so značilni za endodermalne epitele D. 
melanogaster [12]. Ti so ključni pri mehanski stabilizaciji in apiko-bazalni polarizaciji 
epitelnega tkiva. Subapikalno so med celicami neprekinjeni septirani stiki, kjer redko 
vidimo posamezne septe (slika 15), kar je verjetno posledica orientacije reza. Glede na 
funkcijo prebavne žleze, v kateri poteče večina absorbcije hranil [4], je prisotnost 
septiranih stikov, ki regulirajo paracelularni transport, smiselna. V primerjavi s 
črevesnim epitelom, kjer tudi poteka izmenjava snovi, vendar v manjši meri [4], 
opazimo več razlik. Epitela prebavne žleze ne pokriva kutikula. Apikalna membrana je 
nagubana v mikrovile, zaradi česar je površina, preko katere poteka izmenjava snovi, 
večja. Lateralni membrani v epitelu prebavne žleze potekata vzporedno in nista 
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intenzivno zaviti, kot je to značilno za črevesni epitel. Septirani stiki se po obsegu in 
strukturi, verjetno tudi funkciji, razlikujejo od septiranih stikov v črevesnem epitelu. 
Razlika v funkciji valovitih in gladkih septiranih stikov še ni pojasnjena. 
4.4.2 Ultrastruktura in preoblikovanje medceličnih stikov v epidermisu in 
črevesnem epitelu med embrionalnim in postembrionalnim razvojem 
Epidermis smo v razvojnih fazah analizirali v dorzalnem delu živali, kjer v prerezu 
vidimo obliko tergita (slika 11A-F). Pri srednjem embriju tergiti še niso dokončno 
razviti [17], zaradi česar smo epidermalne celice analizirali na lateralni telesni površini 
(slika 11G). Vzorec se v fazi srednjega embrija glede na ultrastrukturo medceličnih 
stikov v epidermisu tudi najbolj razlikuje od vzorcev ostalih analiziranih razvojnih faz. 
Adherentne stike med celicami opazimo, vendar so v večini nameščeni dlje od apikalne 
površine v primerjavi z adherentnimi stiki pri ostalih analiziranih razvojnih fazah (slika 
12H in I). Strukturno so podobni kot v kasnejših razvojnih fazah, v povprečju malenkost 
krajši od 0,2 µm, kot so povprečno dolgi stiki v kasnejših razvojnih fazah. Bazalno od 
adherentnega stika so elektronsko gostejši odseki, izoblikovanih sept še ni (slika 12I). V 
poznem embriju so adherentni stiki na podobni lokaciji med lateralnima membranama 
kot v kasnejših razvojnih fazah – subapikalno. Opazimo posamezne septe (slika 12G). 
V ostalih razvojnih fazah (od zgodnje marzupijske manke do postmarzupijske manke 14 
dni po sprostitvi) postopoma opažamo manj kratkih in prekinjenih septiranih stikov ter 
več daljših in neprekinjenih stikov. Z diferenciacijo stika med epidermalnimi celicami 
se stik daljša. Nizi sept so vedno bolj kontinuirani in brez vmesnih prekinitev (razen v 
fazi levitve). 
V črevesnem epitelu anteriorne komore so adherentni stiki od faze poznega embrija do 
odrasle živali ultrastrukturno podobni (slika 16). Naši rezultati dopolnjujejo in so v 
skladu s študijo Bogataj in sod. (2019), kjer je bila prva analizirana faza pozni embrij 
(S16) [37]. V študiji so analizirali tudi papilatno regijo in zabeležili adherentne stike v 
poznem embriju (S16) [37]. Glede na študijo Bogataj in sod. (2019) so septirani stiki že 
prisotni v fazi poznega embrija (opazili so posamezne septe), vendar so krajši in večkrat 
prekinjeni [37]. V zgodnji in srednji manki so septirani stiki daljši in redkeje prekinjeni 
(slika 16D in E). V postembrionalnem razvoju je glede na študijo Milatovič in sod., 
2010 prebavni sistem P. scaber že funkcionalen, vendar se tekom postembrionalnega 
razvoja septirani stiki še daljšajo, septe si sledijo vedno manj prekinjeno do faze 
postmarzupijske manke, ko se žival začne prehranjevati sama [17]. Septirani stiki so v 
tej fazi ultrastrukturno podobni septiranim stikom v odrasli živali (slika 16A in B). 
Podobno zaporedje tvorbe medceličnih stikov v ektodermalnih epitelih je bilo 
ultrastrukturno opisano pri vinski mušici D. melanogaster [12]. Adherentni stiki se v 
ektodermalnih epitelih vinske mušice razvijejo že pred pozno embriogenezo. V 
zgodnjih fazah embriogeneze, ko se tvorijo prvi epiteli, so prisotni v lateralnih 
membranah, kasneje pa se pomaknejo v subapikalni predel celic [12]. Večja oddaljenost 
adherentnih stikov od apikalne površine pri srednjem embriju P. scaber v primerjavi s 
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kasnejšimi fazami kaže na to, da gre za podoben potek zgodnje diferenciacije 
adherentnih stikov kot pri vinski mušici. V primerjanih epitelih ektodermalnega izvora 
so adherentni stiki v fazi poznega embrija P. scaber že podobni po ultrastrukturi in 
lokaciji adherentnim stikom pri odraslih. [12] Pri vinski mušici so v ektodermalnih 
epitelih začetek tvorbe septiranih stikov v obliki posameznih sept opazili pri embrijih v 
pozni embriogenezi. Stiki so z vsako fazo bolj diferencirani in končno obliko dosežejo v 
faze ličinke [12]. 
V fazi pozne marzupijske manke pri P. scaber smo ultrastrukturno opazni znaki 
obnavljanja kutikule (levitev). Epidermalne celice so v tej razvojni fazi kubične oblike 
(slika 11C), kar je značilno pri odraslih živalih v levitvi za razliko od ploščatih 
epidermalnih celic v času, ko žival ni v levitvi [24]. Ultrastrukturne spremembe 
septiranih stikov smo opazili v obeh epitelih (slika 12C in 16C). Septirani stiki so krajši 
kot v zgodnejših fazah marzupijske manke ali pa so večkrat prekinjeni. Za en analiziran 
vzorec pozne manke, kjer so septirani stiki v črevesnem epitelu dolgi, neprekinjeni in 
intenzivno zaviti (slika 16D), predvidevamo, da žival še ni v fazi levitve, ker je 
razvidno, da se nova kutikula še ne tvori in zato sklepamo, da se stiki še niso 
modificirali. Naši rezultati kažejo tudi, da je preoblikovanje septiranih stikov med 
levitvijo v črevesnem epitelu poznih marzupijskih mank (slika 16C) bolj izrazito kot v 
epidermisu (slika 12C). Podobne ugotovitve modifikacije septiranih stikov v črevesnem 
epitelu pri P. scaber so bile že opisane v anteriorni komori in v papilatni regiji [25]. 
Predvidoma je razlog za spremembe v septiranih stikih v fazi pozne manke proces 
sinteze nove kutikule ali prenehanje prehranjevanja v času levitve. Adherentni stiki so 
tudi pri poznih mankah v levitvi ohranili značilno ultrastrukturo (slika 12C in 16C). 
V sklopu analiziranih razvojnih faz sta dva pomembna dogodka: izleganje embrijev iz 
jajčnih ovojnic in s tem prehod v postembrionalno fazo marzupijskih mank ter 
sprostitev iz valilnika [17, 38]. Na teh točkah pride do sprememb v prehrani in 
osmoregulaciji. Ob prehodu v postembrionalno fazo manka pride v stik s tekočino v 
marzupiju, ki jo izloča samica. Z njo se tudi prehranjuje [39]. Primerjana epitela sta 
funkcionalna že pred sprostitvijo iz marzupija [17], vendar je do tega trenutka žival 
obdana s tekočim medijem. Naši rezultati in rezultati v študiji Bogataj in sod (2019) 
kažejo, da so medcelični stiki v epidermisu in črevesnem epitelu na prehodu v 
postembrionalno fazo ultrastrukturno že oblikovani, vendar še niso povsem podobni 
stikom pri odrasli živali (slika 16F) [37]. Postopoma se dodatno izgrajujejo do drugega 
mejnika – sprostitve iz marzupija, ko so medcelični stiki ultrastrukturno podobni kot pri 
odraslih (slika 16D). Ob sprostitvi iz marzupija se postmarzupijska manka začne 
prehranjevati z materialom v okolici [21], integument pa je prvič izpostavljen pogojem 
kopenskega življenja. 
Ena izmed pomembnih značilnosti epitelov je apiko-bazalna polarnost celic. K 
vzpostavitvi in vzdrževanju te polarnosti pripomorejo tudi adherentni stiki [3, 12, 41]. 
Naša analiza je skladna s to funkcijo, saj smo pri analiziranih epitelih ektodermalnega 
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izvora že pri vzorcu srednjega embrija (S13) opazili adherentne stike, ki so ostali 
relativno nespremenjeni do odrasle oblike. 
4.4.3 Ultrastruktura in preoblikovanje medceličnih stikov v epitelu prebavne 
žleze med embrionalnim in postembrionalnim razvojem 
V epitelu prebavne žleze so septirani stiki zelo podobni pri vseh razvojnih fazah, ki smo 
jih analizirali (slika 20). V fazi srednjega embria (S13) (slika 20G) so ultrastrukturno in 
po dolžini že podobni kot pri vseh kasnejših marzupijskih razvojnih fazah, kar pomeni 
da je v epitelu že reguliran paracelularni transport. V tej fazi sta razviti dve cevki 
prebavne žleze, drugi dve cevki se začneta razvijati v fazi poznega embrija (S15) [17]. 
Pri poznem embriju (S16) smo analizirali ultrastrukturo medceličnih stikov v obeh parih 
cevk prebavne žleze in nismo opazili znatne razlike. Rumenjak se začne porabljati v 
času postembrionalnega razvoja in se do faze postmarzupijske manke, ko v lumnu 
prebavne žleze ni več rumenjaka, porabi. Na tej točki se žival lahko prehranjuje z 
zunanjimi viri hranil [21]. V postembrionalnem razvoju se epitelne celice močno 
preoblikujejo in se apikalno povečajo v lumen žlez, kar je v skladu z intenzivnejšo 
porabo rumenjaka v tem času (slika 19) [17]. V fazi postmarzupijske manke smo opazili 
daljše stike kot pri bolj zgodnjih fazah, podobne kot pri odraslih (okoli 3 µm) (slika 20A 
in B). V ostalih razvojnih fazah so bili stiki približno 1 µm krajši (slika 20C-G). Na 
strukturne značilnosti celic prebavne žleze P. scaber vpliva tudi levitev [40]. V analizo 
je bil vključen en vzorec pozne marzupijske manke, ki je v fazi levitve, vendar 
ultrastrukturnih sprememb med celicami epitela prebavne žleze nismo opazili (slika 
20C). Naši rezultati se razlikujejo od rezultatov analize medceličnih stikov v srednjem 
črevesu (endodermalnega izvora) D. melanogaster, kjer so gladke septirane stike opazili 
šele v fazi ličinke in zapisali, da so že v zreli obliki [12]. 
Rezultati kažejo, da so septirani stiki v epitelu prebavnih žlez v zreli obliki prisotni že v 
embrionalnih razvojnih fazah (slika 20F in G), medtem ko v epidermisu pri srednjem 
embriju septiranih stikov še ni (slika 12H in I), v poznem embriju pa opazimo 
posamezne septe (slika 12G). V črevesu so nizi sept že v poznem embriju (S16) [37]. 
Ugotovitve nakazujejo, da se oba morfološka tipa septiranih stikov razlikujeta tudi 
glede na tvorbo. Ker so septirani stiki ključni za selektiven prenos snovi skozi epitel, 
prisotnost stikov v embrionalnih in postembrionalnih fazah kaže na to, da je v epitelu 
prebavnih žlez že reguliran paracelularni transport. 
Posamezne septe septiranega stika smo videli le pri vzorcu srednje marzupijske manke 
(slika 20D), kar je (kot že omenjeno) verjetno posledica orientacija reza. Za natančnejšo 
analizo medceličnih stikov v epitelu prebavnih žlez bi bilo potrebno analizirati večje 
število rezin in vzorcev. 
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Adherentni stiki, ki epitelno tkivo mehansko stabilizirajo, so prisotni v obeh 
ektodermalnih epitelih pri vseh analiziranih razvojnih fazah. Velikost stikov se med 
razvojem v posameznem epitelu ni znatno spremenila, kar potrjuje našo prvo hipotezo. 
Rezultati kažejo, da se med razvojem nekoliko spremeni pozicija stika v epidermisu, 
stik je pri srednjem embriju bolj oddaljen od apikalne površine in se v nadaljevanju 
razvoja pomakne bolj subapikalno na lateralnih membranah. 
Septirani stiki, ki omejujejo prehod snovi po paracelularnem prostoru, so značilnost 
vseh treh analiziranih epitelov. V epidermalnem in črevesnem epitelu se ultrastruktura 
septiranih stikov med razvojem izrazito spremeni. V epidermalnem epitelu v srednjem 
embriju še ni bilo jasno razvidnih sept. Posamezne septe so med lateralnima 
membranama prvič razvidne v fazi poznega embrija tako pri epidermalnem kot pri 
črevesnem epitelu. Za diferenciacijo septiranih stikov med razvojem je značilno, da 
tvorbi posameznih sept sledi oblikovanje krajših nizov sept, ki jih ločujejo regije 
membrane brez sept, in na koncu tvorba diferenciranega medceličnega stika iz daljših in 
neprekinjenih nizov sept na lateralnih membranah. Z ugotovitvijo, da največje 
spremembe v ultrastrukturi septiranih stikov v ektodermalnih epitelih sovpadajo s 
prehodom iz embrionalnega v postembrionalni razvoj in s sprostitvijo iz marzupija, smo 
potrdili drugo hipotezo. 
Septirani stiki v epitelu prebavne žleze so pri vseh analiziranih razvojnih fazah 
strukturno podobni, vendar je med diferenciacijo epitela razvidno podaljšanje teh 
stikov. 
Ektodermalne epitele P. scaber prekriva kutikula, zaradi česar se žival levi. V fazi 
levitve pozne marzupijske manke se spremeni oblika epidermalnih celic, iz ploščate v 
kubično. Ultrastruktura adherentnih stikov v ektodermalnih epitelih ostane med levitvijo 
mank nespremenjena, septirani stiki pa se preoblikujejo v znatno krajše in prekinjene 
nize sept. Pri septiranih stikih endodermalnega epitela prebavnih žlez nismo opazili 
sprememb v ultrastrukturi med levitvijo manke. Rezultati torej kažejo, da na 
preoblikovanje medceličnih stikov vplivajo procesi razvoja organizma in tudi druge 
večje fiziološke spremembe, kot je levitev. 
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